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（V717F マウス）を作出した。作出した V717F マウスに生後 6 週齢からヒシ
ュカエキスを飲水投与し、記憶・学習能力をMorrisの水迷路を用いて評価した。
結果、ヒシュカエキスを投与した 9ヶ月齡及び 12ヶ月齡の V717Fマウスは非
投与マウスと比較して有意に記憶障害抑制効果がみられた。また、脳切片の免
疫染色の結果から、16 ヶ月齡の V717F マウスにおいては、ヒシュカエキス投
与群は非投与群と比較して脳内 Aβ蓄積量の減少を認めた。さらに、γ-セクレ
ターゼ本体の活性中心であると考えられている Presenilin1 の家族性アルツハ























人斑の主要構成成分であるβAmyloid（Aβ）の産生である（Hardy et al.,2002 ; 
Morelli et al.,2012）。Aβは、その前駆体タンパク質である Amyloid Precursor 
Protein （APP）（Selkoe,1996）の膜貫通近傍部分からβ−セクレターゼとγ−
セクレターゼの 2 つのタンパク質プロセシング酵素の働きで切り出される
（Vassar et al.,1999 ; Haass et al.,1992）。遺伝性アルツハイマー病では、ほと
んどの症例で Aβ（特に Aβ42）の産生亢進が観察され、アルツハイマー病の
発症にはγ-セクレターゼによる APP からの Aβの切り出しが律速段階である
と考えられる（Selkoe, 2012 ; Thomas et al.,2007）。また、これまで報告され
ている家族性アルツハイマー病のほとんどの症例で APP 及びγ−セクレターゼ
の構成因子の 1つである Presenilinに変異（Capell et al., 1998）が見られ、A
β産生の亢進が認められている（Selkoe, 2001）。 
 健常者であっても、Aβ沈着が 40歳代から始まる例も存在するが（Braak H et 
al., 1997）、それからの進行は緩やかで、約 20 年かけて明らかな沈着がみられ
るようになり、さらに 20年、もしくはそれ以上かけて軽度認知障害が惹起され
る（Funato et al., 1998）。アルツハイマー病患者においてはこの一連の Aβ沈
着から最終的な認知症までの進行が非常に早く、50 歳代前半で発症する場合も















 APP から Aβの切り出しを担うγ−セクレターゼの阻害剤はアルツハイマー
病による神経細胞の障害を止めると考えられた（Dovey et al., 2001）。しかしな
がら、γ−セクレターゼ阻害剤は Aβの生成を抑制する以外に、同じγ−セクレ
ターゼが関与する Notch プロセシングに対しても影響を及ぼすため（Selkoe, 
2004）、細胞分化や運命決定に重要な役割を果たす Notch のシグナル伝達を阻
























ー病では、ほとんどの症例で APPからの Aβ（特に Aβ42）の産生亢進が観察
され、アルツハイマー病の発症には、γ-セクレターゼによる Aβの APPからの
切り出しが律速段階であると想定される（Figure 1）。 





 このアッセイ系では、既にβ切断された Indiana 変異をもつ APP（β
CTF-V717F）の N 末端部位に FLAG タグを付加し、C 末端部分に酵母の転写









































 まず、ヒシュカエキスを Bligh Dyer 法により水溶性（Fraction 1）、脂溶性
（Fraction 2）の２層に分離した後、前述のレポーターアッセイによりエキス中
のγ-セクレターゼ阻害活性が脂溶性分画（Insoluble Fraction）に移行している
ことを確認した（Figure 8）。続いて、この脂溶性分画を Silica Cartridgesを
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 次に、100%メタノール分画（Fraction 2-2）を 5CN-MS順相カラムにより、
ヘキサン：クロロホルム＝50：50 の溶媒からスタートし、毎分 1%ずつメタノ













果、よりシャープなシングルピークが分離開始後 15 分（Fraction 15）にみら
れ（Figure 13）、その化合物の最大吸収波長は 247 nmと 332 nmを示した
（Figure 14）。 






1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ 4.81-4.76 (m, 3H), 3.64 (m, 1H), 2.93 (dd, J = 14.4, 
10.9 Hz, 1H), 2.82 (dd, J = 14.4, 8.0 Hz, 1H), 2.70-2.59 (m, 4H), 1.57 (s, 6H), 1.52 (s, 
6H), 1.30 (s, 3H), 1.24 (s, 3H), 1.23 (d, J = 6.3Hz, 3H), 1.21 (d, J = 6.9Hz, 3H); 13C 
NMR (125MHz, CDCl3) δ 204.8, 202.3, 199.3, 158.1, 135.2, 135.0, 118.1, 117.7, 




物であることが明らかとなった（Figure 15）（Lu et al., 2008）。 
 精製した Fraction 15のγ-セクレターゼ阻害活性の有無をルシフェラーゼア
ッセイにより確認し（Figure 16）、IC50値を算出した。Fraction 15の IC50値
は 5.4μ g/mLであり、DAPTは 29nMであった。これまでに報告のある DAPT
の IC50値は 20 nMであり（Dovey et al., 2001）、このアッセイ系が妥当である
ことを示している。さらに、ルシフェラーゼアッセイ以外の確認実験として、
HEK293A細胞に FLAG-βCTF (V717F)-Gal4VP16を過剰発現させ、ヒシュカ
エキスと Fraction 15 を添加し、γ-セクレターゼの阻害活性を Amyloid 
Precursor Protein Intracellular Domain（AICD）の蓄積量を比較することで
ウェスタンブロッティングを用いて検証した。トランスフェクション効率の内
部標準タンパク質として導入した GFP の発現量に差はほぼ無いことを確認し、
N末端に付加した FLAGタグ、及び C末端に付加した Gal4をそれぞれ FLAG
抗体、Gal4抗体を用いて検出した。結果、既に報告ある通り AICDの検出は困
難であったが（Kimberly et al., 2001）、ポジティブコントロールとして添加し
















































































































皮質及び海馬に 20μm 以下の小さなものが多く見られた。また、16 ヶ月齡の
V717F マウスのヒシュカエキス投与マウスは水投与マウスと比較して大脳皮質








































持つ成分として Garcinielliptone HCを見出した。Garcinielliptone HCは 2008
年にフクギ （オトギリソウ科）から初めて、新規化合物として抽出、同定され
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300mg/dayまで投与しても明らかな副作用はみられていない（Heyerick et al., 
2006）。また、主要成分の脳への移行に関して、本研究で精製した Garcielliptone 
HCは脂溶性で分子量が 416と小さいため、脳への移行は問題ないと考える。 

















            本研究のまとめ 















 HEK293A細胞は 10% fetal bovine serum、ペニシリン、及びストレプトマ
イシンを添加した Dulbecco’s modified Eagle’s medium (high glucose)培地で




により pTK-(GalRE)x4-Luciferase（Yamamoto et al., 2001）、pCMX-FLAG-
βCTF(V717F)-Gal4VP16（Murrell et al., 1991）または pCMX-FLAG-β




その 24時間後、Glo lysis buffer（Promega）100 μLにて細胞を溶解し、30
分後に回収を行った。溶解液 20 μLに対して 100 μLの Luciferase reagent 
buffer （20 mM Tricine-NaOH (pH7.8)、1.07mM (MgCO3)4Mg(OH)2・5H2O、
2.67 mM MgSO4、0.1 μM EDTA、33.3 mM DDT、0.27 mM Coenzyme A、
0.47 mM D−Luciferin、0.53 mM ATP）を反応させ、ルシフェラーゼ活性を測
定した(ARVO SX 1420)。インターナルコントロールとしてβ-ガラクトシダーゼ
活性(420 nm)を測定した。溶解液 40 μLに 100 μLの反応液(11 mM o-ニトロ
フェニル-β-D-ガラクトピラノーゼ/PBS、42.3 mM 2-メルカプトエタノール)を
添加した。1M Tris-HCl(pH9.0) 50 μLにより反応を停止した。 
 
ELISA 
 HEK293A細胞を 24ウェルディッシュに播種し、24時間後に pCMX-FLAG-
βCTF(V717F)-Gal4VP16及び pCMX-β-Galactosidaseをトランスフェクショ







 HEK293A細胞を 60mmディッシュに播種し、24時間後に pCMX-FLAG-β
CTF(V717F)-Gal4VP16、pCMX-GFP（内部標準タンパク質）をトランスフェ
クションし、その 24時間後に DAPT、ヒシュカエキス、Fraction 15を添加し、
さらに 24 時間後に細胞を回収した。細胞抽出液を SDS サンプルバッファーで
調製後、90℃で 5分間処理した。この細胞抽出液を SDSポリアクリルアミドゲ
ルで電気泳動して分離し、ニトロセルロース膜 (Atto)にセミドライブロッティ
ング装置  (Atto)を用いて転写した。この膜をブロッキング溶液  (0.02% 
Tween20及び 5 % low fat milkを加えた Tris-buffered saline)で 1時間反応さ
せた後、一次抗体を 0.02 % Tween20 及び 5 % low fat milk を加えた
Tris-buffered salineで希釈した溶液で 1時間反応させた。さらに、西洋ワサビ
ペルオキシダーゼ標識に次抗体を 0.02 % Tween20 を加えた Tris-buffered 
salineで希釈した溶液で 1時間反応させ、ECL detection kit (Amersham)を用
いて発光させて検出した。使用した抗体はマウス抗 FLAG M2モノクローナル
抗体 (Sigma)、ラット抗GFP抗体 (Nacalai)、マウス抗Actin抗体 (Millipore)、
ラビット抗 Gal抗体 (Abcam)である。 
 
Bligh Dyer 法 
 クロロホルム：メタノール：水= 1 : 2 : 0.8の溶液をヒシュカエキスに添加し
た。完全に溶解するまで撹拌し、さらにクロロホルム:水=1:1 の溶液を添加し、
抽出を行った。1500 rpmで 10分間の遠心分離後、上層に水溶性分画、下層に
脂溶性分画を確認した（Kumari et al., 2011）。上層及び下層をそれぞれ回収し
た後、減圧遠心機により乾固し重量を測定した。この方法を用いて、ヒシュカ




ン：クロロホルム＝50：50に溶解し、Sep-Pak Vac 35 cc (10 g) Silica Cartridge 
(Waters)に充填した。このカラムに対して 100 %クロロホルム（Fraction 1）で




 HPLCはAlliance 2690 HPLC system (Waters)を使用し実施した。使用カラ
ムはCOSMOSIL 5CN-MS(10 x 250mm) (Nacalai)、COSMOSIL 5C18-AR-II 
(10 x 250 mm) (Nacalai)、Symmetry Shield C18 (4.6 x 250 mm) (Waters), and 




 HPLCによって精製した化合物を LC/MS法により分析した。分析器は 2795 
separation module/Thermo Finnigan LCQ Deca XP plus (Waters)を使用した





1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ 4.81-4.76 (m, 3H), 3.64 (m, 1H), 2.93 (dd, J = 14.4, 
10.9 Hz, 1H), 2.82 (dd, J = 14.4, 8.0 Hz, 1H), 2.70-2.59 (m, 4H), 1.57 (s, 6H), 1.52 (s, 
6H), 1.30 (s, 3H), 1.24 (s, 3H), 1.23 (d, J = 6.3Hz, 3H), 1.21 (d, J = 6.9Hz, 3H); 13C 
NMR (125MHz, CDCl3) δ 204.8, 202.3, 199.3, 158.1, 135.2, 135.0, 118.1, 117.7, 

















 9 ヶ月齡のマウスの全脳を採取し、TRIsure (BIOLINE)を用い、マニュアル
に従ってトータル RNAを精製した。精製した RNA 300 ngをテンプレートにラ
ンダムプライマー及び M-MLV 逆転写酵素（Promega）で cDNA を合成した。
定量 PCRは DNA Master SYBR Green I(TOYOBO)を使用し、Light Cycler 
System (Roche)を用いて行った。トランスジーン (ヒト APP)とハウスキーピン
グ遺伝子としてのマウス GAPDH をターゲットとしたプライマー配列は以下の
通りである。 
mouse GAPDH/F: 5’-CCTGCACCACCAACTGCTTA-3’ 
mouse GAPDH/R: 5’-TGAGCCCTTCCACAATGCCAAA-3’ 
human APP/F: 5’-GAAGAAGAAACAGTACACATCCAT-3’ 











































Vector）を用い、一次抗体として抗アミロイドβ抗体(Clone : 6E10, COVANCE, 











また、有意差検定は、Student の t 検定、及び Two-way repeated measures 
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Figure 12. 逆相HPLC（symmetry shield C18カラム）による分離と分離後の
                  γ-セクレターゼ阻害活性の移行
（上図） 逆相HPLC（5C18-AR-IIカラム）で得られたFraction 9~Fraction 12を回収し、









 逆相HPLC（symmetry shieldカラム）で得られたFraction 15~Fraction 16を回収し、



















対するStudentのt検定を行った結果、*P < 0.05、**P < 0.01であった。グラフのバーは±SDを示す。
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Figure 20. Water Mazeテスト（訓練セッション）におけるヒシュカエキスの










Figure 21. Water Mazeテスト（プローブテスト）におけるヒシュカエキスの























































































Figure 24. 9ヶ月齡のV717F/P267SマウスにおけるWater Mazeテスト
(A) Morrisの水迷路（訓練セッション）において9ヶ月齡のV717F/P267Fマウスの
ヒシュカエキス投与マウスは非投与マウスと比較して有意に記憶・学習能力の改善効果が
みられた。有意差検定はtwo-way repeated measure ANOVAのpost-hoc検定として
Holm-Sidak法を用いた。9ヶ月齡のV717Fマウスのヒシュカエキス投与群はP < 0.05であった。
グラフのバーは±SDを示す。
(B) プローブテストにおいて、ターゲット区間と非ターゲット区間（平均）における滞在時間を
比較した結果、ヒシュカエキス投与群は野生型マウスと同様に有意な差を保持したままであった。
非ターゲット区間の平均値に対するStudentのt検定を行った結果、***P<0.005であった。
グラフのバーは±SDを示す。
ヒシュカ　
ヒシ
ュカ
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Figure 25. 9ヶ月齡のV717F/P267SマウスにおけるY字迷路
Y字迷路の装置内の異なるアームへ3回連続して進入した回数をアームへの総進入回数から
1を引いた値で除した後、100を乗した数値を交替反応（alternation）として検討、比較した。
その結果、9ヶ月齡マウスのV717F/P267Sマウスは記憶・学習能力に低下がみられたが、
ヒシュカエキス投与マウスは野生型マウスとほぼ同じレベルで記憶・学習能力が保持
されたままであった。
算出した数値の平均値に対するStudentのt検定を行った結果、**P < 0.01であった。
グラフのバーは±SDを示す。
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Figure 26. 16ヶ
月
齡
の
V
717Fマ
ウ
ス
に
お
け
る
A
β
の
免
疫
染
色
16ヶ
月
齡
の
マ
ウ
ス
の
脳
切
片
を
作
製
し
、
A
β
の
発
現
を
確
認
し
た
。
ま
ず
、
抗
A
β
抗
体
（6E
10）に
よ
る
組
織
免
疫
染
色
を
行
い
、
A
β
が
大
脳
皮
質
及
び
海
馬
に
存
在
し
て
い
る
か
を
検
討
し
た
。
A
β
沈
着
は
16ヶ
月
齢
で
大
脳
皮
質
及
び
海
馬
に
20μ
m
以
下
の
小
さ
な
も
の
が
多
く
見
ら
れ
た
。
ま
た
、
V
717Fマ
ウ
ス
の
ヒ
シ
ュ
カ
エ
キ
ス
投
与
マ
ウ
ス
は
水
投
与
マ
ウ
ス
と
比
較
し
て
大
脳
皮
質
の
A
β
斑
が
著
し
く
減
少
し
て
お
り
、
特
に
長
径
20μ
m
以
上
の
A
β
沈
着
の
数
が
減
少
し
て
い
た
。
黒
枠
は
大
脳
皮
質
前
頭
葉
、
赤
枠
は
大
脳
皮
質
頭
頂
葉
、
青
枠
は
海
馬
を
示
し
、
ス
ケ
ー
ル
バ
ー
は
200 μ
m
。
ヒ
シ
ュ
カ
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Figure 27. 16ヶ月齡のV717Fマウスにおける脳切片のFSB染色
アミロイドに高い親和性をもつFSBによる脳切片（大脳皮質）切片のAβの蛍光染色に
おいても、16ヶ月齡のヒシュカエキス投与マウスは非投与マウスと比較して有意に
減少していることが観察された。スケールバーは200 μm。
ヒシュカ　
